
















































































直 接 経 費 間 接 経 費 合 計
平 成 1 5 年 度 2 4 ，6 0 0 ，0 0 0 7 ，3 8 0 ，0 0 0 3 1 ，9 8 0 ，0 0 0
平 成 1 6 年 度 5 ，2 0 0 ，0 0 0 1 ，5 6 0 ，0 0 0 6 ，7 6 0 ，0 0 0
平 成 1 7 年 度 5 ，2 0 0 ，0 0 0 1 ，5 6 0 ，0 0 0 6 ，7 6 0 ，0 0 0




























































































































































































































































































B P 4 7 5
成 分 蛍 光 寿 命 （n sト砧 。ti。∩比 （1 ）　　 ヱ 2
P C
s h 0 11 1 ．2 7 ± 0 ．0 7 3 7 ＿8 ± 1 ．7
1 ．0 〟1 ＿1
lo n g l 3 ．5 6 ± 0 ．0 7 6 2 ．2 ± 1 ．7
Y P C
s h o ・t　 L 0 ．9 3 ± 0 ．2 6 5 4 ．0 ± 7 ．2
1 ＿1 「2 ，0
lo n g 3 ，2 1 ± 0 ．5 0 4 6 ．0 ± 7 ．2
P C 十G
s h o rt 1 ．3 0 ± 0 ．12 3 8 ．9 ± 5 ．8
1 ．0 〝1 ＿1
lo n g l 3 ．6 0 ± 0 ．2 4 6 1 ．1 ± 5 ＿8
Y P C ＋G
s h o rt 0 ＿9 1 ± 0 ．0 4 5 2 ．7 ± 1 ．5
1 ＿0 仙1 ．2





成 分　　　　 蛍 光プローブ間距 離 r　 F R E T 効 率 E
Y P C
S h o rt　　　　　　　　 5．2 n m　　　　　　　　　 2 7％
lo ng　　　　　　　　 了＿6 n m　　　　　　　 lO ％
Y P C 1－G
s ho r t　　　　　　　　 5．1 nm　　　　　　　　　 30 ％
Io ng　　　　　　　　 7．1 nm　　　　　　　 14％
さらにGAPDHの共発現により，さらに蛍光寿命の短縮が起こり蛍光プローブ間距離が短縮
していることが明らかになった。これはPGKとGAPDHの細胞内での相互作用を示している
と考えられる。
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分子間FRETの解析例1
次に分子間で起きるFRETの解析例を示す。先に示した分子内FRETではドナーとアクセプ
ターのモル比は必然的に1：1であるが（細胞内での分解は考慮していないがウエスタンプ
ロットの結果から分解はほとんどないと考えられた。），分子間では当然1：1から大きくそ
れていることが予想される。このことが蛍光強度測定による分子間FRET測定を困難にして
いる原因と考えられるが，FLIM測定に基づいたFRET計測では蛍光発色団の濃度に依存しな
いことから，蛍光強度測定法に較べて，より分子間のFRET測定に適している方法と考えら
れる。
分子間FRETの最初の例としてGAPDHの例を示す。GAPDHは図のように分子量34，000のモノ
マーが4量体を形成して機能している。GAPDHのN末端に2つの蛍光タンパク質を接続した
タンパ
GAPDH四量体の立体構造
ク，Cerulean，GAPDHとCitrinel；APt）Hを共発現して，ドナーとアクセプターの蛍光寿命曲
線を解析した図を次に示す。コントロールとして示した曲線と比較してドナーの減衰曲線
では蛍光寿命がFRETにより短縮し，アクセプターの曲線ではわずかではあるが，ライズが
観廃されている。この結果からモノマー間でFRETがおきていることが観察された。N末端
間拒縦はX線結晶解析の結果から4．O nm，7．2nm，7．8nmの3種類存在するが，最も短い
4．O nmはなれて存在するドナーとアクセプター間でのFRETが，観察されたFRETのほぼす
べてを構成しているのではないかと考えている。他の2種類は3mm以上臣巨雛が長く　FRET
は距離の6乗に反比例するので，あまり貢献がないことが考えられる。
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GAPDH四量体のFLIM－FRET解析
さらにPGK（P）を共発現した結果が下の図である。ドナーの蛍光寿命の短縮が小さくなって
おり，アクセプター減衰曲線に見られたライズはほとんど消失している。この結果は，PGK
がGAPDH四量体と結合した結果，蛍光タンパク質問距離が伸び，FRETが起こりにくくなっ
た結果と考えられる。
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分子間FRETの解析例2
2番目の例としてGAPDHとPGK間の相互作用を直接FRET－FLIMで観察した結果を示す。PGK
とCeruleanを5，7，10残基のアミノ酸リンカーで接続したキメラタンパク質とGAPt）Hと
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GAPDH－CitrineとPGK－CeruleanのFLIM－FRET解析
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rineを5，7，10アミノ酸残基で接合したキメラタンパク質問のFRETの例を示す。前頁の
図で示したように，リンカーの長さが5と10残基の場合のときFRETが観察された。この
結果はGAPDHとPGKの間に相互作用があり，複合体を形成していることを示している。7残
基からなるリンカーではFRETは起きなかった。この結果はFRETが起きる，起きないこと
はリンカーの長さとは無関係で，この例では蛍光プローブ間の距離はリンカーの長さに依
存していないことを示唆している。リンカーのアミノ酸配列を調べたところ，7残基のリン
カーだけにPro－Proという配列が含まれていた。このリジッドな構造をもたらす配列が，
自由なリンカーでの回転を阻害し，蛍光プローブ間でFRETが起きない配向をもたらしてい
る可能性が考えられた。
GAPDHとPGKの複合体は古くから多くの研究が行われ，メタボロン仮説の代表的な例であ
る。この複合体に関する研究は筋肉などから精製した高濃度のタンパク標晶を用いて行わ
れてきた。細胞から直接複合体を単離し，その複合体の存在を実証することは成功してい
なかった。これは，複合体が希釈によって容易に分解すること，イオン強度変化などの影
響を受けやすいことなどによる。本研究によって生細胞で明らかに複合体形成が起きてい
ることが実証されたといえよう。この例でもわかるようにFLIMiRETによる相互作用研究
は非常に弱い相互作用でも，容易に検出できる長所をもつ。
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今後の展望
構築したFLIM顕微鏡装置によって，正確に蛍光タンパク質の蛍光寿命を計測することが
できた。いくつかの例で示したように，生細胞で発現したドナーとアクセプター間のエネ
ルギー移動をドナーの蛍光寿命が短縮するという結果のみならず，アクセプターの蛍光寿
命曲線におけるライズとして観察することができた。これらの結果から，本研究の目的で
あるFLIMによる生細胞で発現した蛍光プローブ間のFRET計測は満足できる成果をえたと
いえよう。
今後の展望として，細胞内の速いタンパク質間の相互作用変化を調べるためには，現在
FRET測定に20～30分の時間を必要としているが，これを短縮することが必要である。数分
以内で測定が終了すれば，シグナルトランスダクションにおけるタンパク質のすばやい離
合集散などを捉えることができると考えられる。また，共焦点化を計り細胞内のより詳し
いタンパク質問相互作用領域を特定できるようにすることも必要である。今後の課題であ
る。
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